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Patentanspriiche: 

1. Verfahren zur Hersteilung partiell inaktivie'rter, biologisch aktiver Biopolymerer ( wie Lectinen Oder, 
bakten'ellen Toxinen, dadurch geicennzeichnet, da(3 diese Verbindungen bei -10 bis -40 C C 
kurzzeitig mit geschmolzenen Salzen, gegebenenfalls unter Zusatz von Wasser, anderen 
Losungsmitteln und/oder Denaturisrungsmitteln, behandelt und anschlieRend durch Verdunnen 
mit Pufferidsung und gegebenenfalls nachfolgenderEntfernung des Saizes, derLosungsmittel bzw. 
des Denaturierungsmittels isaliert werden, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daE die Biopolymere bei 15-25°C mit 
Ethylammoniumnitrat behandelt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalJ die Biopolymere bei 15-25°C mit 
Butylammoniumthiocyanat behandelt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3> die Biopolymere mit Mischungen 
geschmolzener Salze behandelt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dalS die Biopolymere mit durch Zugabe von 
Wasser bei Raumtemperatur verflussigten Saizen behandelt werden. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daft die Biopolymere mit 
konzentrierten Losungen von organischen Nitraten ( wie 2-Hydroxyethylammoniumnitrat in Wasser 
behandeltwerden. 

Anwendungsgebiet der Erfindung 

Die Erfindung beirifft ein Verfahren zur Hersteilung partial! inaktivierter, biologisch aktiver Biopolymarer, wie 2. B. Lectinen Oder 
bakteriallan Toxinen. 

Anwendungsgebiet der Erfindung sind die pharmazeutische Industrie, die biochemische Analytik, die medizinische Diagnostik 
und die Biotachnologie. 

Charaktoristik des bekanntert Standes derTechnik 

Biologisch aktive Biopolymere, darunter Polysaccharide und Proteine sowle ihre Kombinadonen mit Lipiden und anderen 
biologisch relevanten Substanzen gewinnen zunehmend an Interesse fur die Hersteilung von Arzneimitteln und spe2iellen 
Reagenzien fur die biachemische Analytik und Diagnostik. Verschiedene tqxische Natursioffe, vor ailem die toxischen Lectine 
(Olsnes, S., and Pihi, H. (1982), Toxic lectins and related proteins, in: Molecular action of toxins and viruses (P.Cohen and S. van 
Heyningen, eds.), Elsevier/North Holland, Amsterdam, pp. 51-1 054; Franz, H. [1986!, Oncology 43: supl. 1, 23-24) werden mit 
Erfolg fii r die DarstBllung zieisuchender hochwirksamer Pharmaka, sogenannter Immunotoxine etngesetzt (Janson, F. K., 
Blythman, H. E„ Carriere, D., Casellas, P., Gros, 0., Gros, P., Laurent, J.C., Paolucci, F„ Pau, B., Poncelet, Ph., Richer, G., 
Vidai, H., and Voisin, G.A. 11982), Immunological Rev. 62, 185V216). Fur diesen Anwendungszweck verfugsn die toxischen 
Lectine wie Mistellectin I (ML I), Ricin und Abrin neben den erwunschten cytotoxischen Eigenschaften auch uber in diesem 
Zusammenhang storende Wir!(ungen auf Zellen (Vitetts, E.S. |1986], J. Immunol. 136, 188D-1887; Nevilie, D.M. Jr. and 
Youle, R. J. ;1 982], Immunol. Rev. 62,75). Das gilt vor allem fur die Fahigkeit dieser Lectine, sich in unerwunschter Weiss auch an 
gesundes Gewebe und nicht nuran Tumorzellen zu binden. Deshalb ist es.notwendig, fur die Hersteilung von Immunotoxinen 
Lectine einzusstzen, deren zuckerbindender Teil vorher abgespalten (Varianta 1 1 Oder durch chemische Einwirkung (Variante 2} 
inaktiviert wurde. 

In darLiteratur werden beide Mogliehkeitan heschrieben und deren Nachteile aufgezeigt. Nach Variante 1 ist fur die 
Lectinspaltung ein hoher praparativer Aufwand notwendig, und die resultierendan Immunotoxine sind in der Regel weniger 
wirksarn als solche, die das intakte Lectin enthaiten, deren selektive Bindung anTumorgewebe (edoch gering ist (Thorpe, Ph.E, 
and Ross, W.C.i. [1982], Immuno!. Rev. 62, 119-157}. Eine Ausschaltung der Bindungsfahigkeit an Kohienhydrate nach 
Variante 2 auf chemischem Wege durch selektivB Inaktivierung des Lactinteils wurde trotz zahlreicher Versucha bisher nicht 
verwirklicht, onne gleichzeitig erwunschte Eigenschaften zu storen (Sandvig, K., Olsnes, S. and Pihl, A, [1978], Eur. J. Chem. E4, 
323-331; Thorpe, Ph.E., Detre, S.I., Foxwell, B.M.J., Brown, A.N.F., SkiHeter, D.IM., Wilson, G., Forrester, J. A. and Stirpe, F, 
11985], Eur. J. Biochem, 147, 197-206). 

Ziel der Erfindung 

Die Erfindung hat das Ziel, biologisch aktive Biopolymere^ie Lectine Dder bakterielle Toxine partiell zu inaktivieren. Sie hat 
insbesondere das Ziel, die Zuckerbindungsfahigkeit toxischer Lectine ohne Anwendung von chemischen Spaltungs- bzw. 
Modifizierungsreaktionen zu beseitigen. 
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Darlegung des Wesens der Erfindung 

Das erfindungsgemafte Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dafi dis biolagisch aktiven Biapolymere durch kurzzeitige 
Behandlung mit gaschmclzenan Salzen bei -10 bis 4-40°C, gegabenenfalls unter Zusatz von Wasser, anderen Losuncsmitteln 
und/oder Denaturierungsmitieln, paniell inak;ivien werdan. Zur Inaktivierung genugt ein Zeitraum van 5-50 Minuten. 
AnschiieBend wird mit Pufferldsung verdunnt und das Biopalymere, gegebenenfails nach Entfernen des Salzea, der 
Losungsmlnel bzw. des Denaturierungsminais, isollert. 

Die Erfindung wird nachfolgend am Beispiel ioxischer Lectine naher erlautert. A!s geschmolzene Salze zur inaktivierung solcher 
Lectineeignen sich bevorzugtdie bei Raumtemperaturfiussigen Verbindungen EthYlammoniumnitrat und 
Butylammoniumthiocyanat. Sie ermoglichen die Durchfuhrung der erfindungsgemafien Umsetzung bei Raumiemperatur und 
damit unter gunstigen Badingungen. Die beirien Sa!ze konnen auch im Gemisch bzw. auch im Gemisch mitjeweils einern 
anderen geeigneten Salz verwentiet werden. Ist das eingesetzte Salz bei Zimmertemperatur fest, dann mufJ Wasser oder ein 
anderes Losungsmittel wie z. B. Alkohol in der notwendigen Mengezugesetzt werden. So laGtsich die erfindungsgemaEe 
Umsetzung z. B. auch mit kanzentriertsn Losungen von organischen Nitraten wie 2-Hydrbxyethylammoniumnitrat in Wasser 
realisieren. In rnancben Fallen ist es vorteilhaft, ein weiteres Denaturierungsmittel zuzusEtzen. Hierfurkommen vor allem 
Harnstoff, Guanidinhydrochlorid und Tenside in Betracht. Die Isolierung des Lectins erfolgt zweckmaGigerweise nach 
cntfemung der im Gemisch vorhandenen Stoffe, wofursich Verdiinnen, Diaiyse und/oder Gelfiltratiort anbieten. 
Mit dem erfindungsgemaften Verfahren ist es erstmafs moglich, biolagisch aktivs Biapolymere auf schonende Weise paniell zu 
inaktivieren.Speziell kann die Zuckerbindungsfahigkeittoxischer Lectine in vollem Umfang ausgeschaltet werden, ahnedaB die 
erwiinschtencytotoxischen und anderen Elgenschaften beeintrechtigt werden (vgl, TabelSe 1). Ein VorteiS des Ven'ahrens 
bestehtferner darin, dafJ die aingesetzten Salze nichttoxisch, sehr leicht und restios abtrennbar, stabil, preiswert und mit in der 
Biochemiegebrauchlichen Losungsmttteln mischbarsind, 

InTabelle 1 sind vonnativen unddenerfindungsgemaildenaturienen Lectinenam Beispiel des Mistellectinsi (ML I) Angabenzur 
Loslichkeit, Kohlanhydratbindungsfahigkeit, Toxizitat und Fahigksitzur Proteinsynthesehemmung im2ellfreien Milieu 
aufgafuhrt. 

Tafaellel 

Eigenschafien von ML I und partial! inaktiviertem ML I nach Behandlung mit Ethylammoniumnitrat EAN*. 



ML I MLI(inak1iviert} 

Loslichkeit 
(mg/ml Puffer: 



PBS-!midazol,pH7,S) 


1,2-1,6 


0,6-1 


Stabilitat 






beic= 1 mg/ml 


stabil 


4-1QTage 


2 + 0,5 mg/ml 


stabil 


ca. 1 Monat 


2 + 0,1 mg/ml 


stabil 


ca.6Monate 


Toxizitat (pro IVIaus) 






inng 


ca. 800 


ca.60000 


Bindungskapazitatan Lactosyl 






-Sepharose R in mg/ml Gel 




0,01 


Prazipitierberkeit durch Con A 


++ + 


+++( + ) 


Agglutinationstiter (1 % gewaschene 






Erythrocyten vom Schaf| 


1:280 


0 


Cytotoxizitat(ng/2 x 10 J 






Ehrlich's Ascites-Zeilen) 


ca.15ng 


ca.20000 


* Literaturzu Ethylammoniumnitrat: D.F.E 




jchi I19B2), J, Colloid hteriace Sci. B8, ; 



Die Erfindung soil nachfofgend an Beispielen naher erlautert werden. 



Beispieie 
Beispiel 1 

Partielie Inaktivierung toxischer Lectine am Beispiel ML I: 50 mg Lectin werden unter intensivem Riihrenzu 25 ml 
Ethylammoniumnitrat (Wassergshalt < 10%, frei von Nitrit und anderen Verunreinigungen, gewunschter pH-Wert mil Ethylamin 
oingestellt) bei Raumtemperatur hinzugefugt. Ein Zusammenballen des lyophilisierten Proteins ist durch rasche feinste 
Verteilungzu vermeiden. 1st nach 5min die Substanz nicht vollstandig gaiost. so werden anteilweise maximal 2,5 ml Wasser 
addiert. Innerhalb wan weiteren 5min tritt klare Losung ein. Die Losung wird insgesamt 5-30min stehen gelassen und dann in 
475 ml PBS, derenpHmitlmida2ol auf7,8-asingesteSH wurde, langsam einflielien I assen. Anschliefiend wird gegen Wasser oder 
PBS zur Entfernung von Ethylammoniumnitrat dialysiert und durch Membranfiitrstion auf einen Gehalt van 0,5 bis maximal 
0,8mg denaturiertes Protein/ml eingestellt. 

Beispiel 2 

5mg Lectin werden, wie unter Beispiel 1 beschrieben, in 5mj 2-Hydroxyethylammoniumnitrat (erhalten durch Verflussigung des 
Salzes mit ca. 20% Wasser, gegabenenfalls unter Zusatz van SANlgelost. Die Losung wird wie unter 1 behandeit, 30min gerOhrt 
und wie beschrieben aufgearbeitet. Die nach der Diaiyse erhalten e Protsiniosung kann biszu einem Proteingehalt von 0,9 rng/ml 
aufkonzentriert werden. 
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Beispiel 3 

5mg Lectin werden in 3ml EAN, das 0,2mi Wasserund 0,2-1 g Guanidinhydrochlorid enthalt, geiost. Nach 5-10min wird, wie 
unter Beispiel 1 beschrieben, aufgearbeitei. Die dialysierte Losung des partiell inaktivierten Lectins kann bis zu einer 
Konzeniration von 0,7-0,8 mg/ml Pufferlfisung aufkonzsntnert, werden. 



